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摘要
I
摘 要
弧菌病是水产动物最主要的细菌病之一，其爆发性强，死亡率高，每年给我
国水产养殖业造成重大经济损失。目前细菌性病害的防治主要依靠抗生素及化学
药物。然而，抗生素的大量盲目地使用，导致了耐药性菌株不断出现，使病害更
加难以控制，因此需要不断地寻找新的、安全的抗菌药物。
类异戊二烯是弧菌合成细胞壁结构单元肽聚糖的骨架分子，也是参与能量代
谢等多种生物过程的十分重要的生理活性物质。生物体内的类异戊二烯类化合物
主要有两种生物合成途径：甲羟戊酸（MVA）途径和 2-甲基-D-赤藓糖醇-4- 磷
酸（MEP）途径，其中MEP 途径广泛存在于大多数细菌、藻类、地衣及高等植
物中，但目前该途径尚未在人体和动物体中发现，因此MEP 途径的关键酶 1-脱
氧-D-木酮糖-5-磷酸合酶（DXS）、1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸还原异构酶（DXR）
成为潜在的、具有较好选择毒性的抗弧菌药物的分子靶点。
本研究以创伤弧菌 MEP途径中的关键酶 DXS及 DXR为研究对象，通过分
子生物学方法，构建了创伤弧菌 DXS 和 DXR 蛋白的表达载体；优化了蛋白的
表达条件，获得了可溶性表达的 VvDXS 和 VvDXR 蛋白；采用亲和层析法对表
达产物 VvDXS和 VvDXR进行了纯化，获得了两个具有天然酶活性的可溶性蛋
白；建立了 VvDXS 和 VvDXR 的酶活测定体系，并对反应温度、缓冲液 pH、底
物浓度、反应酶量等条件进行了优化；在上述基础上建立了 VvDXR 抑制剂的筛
选体系，构建了靶向 VvDXS 和 VvDXR的 VvDXS-VvDXR抑制剂高通量筛选模
型并评价了模型的可行性；应用 VvDXS-VvDXR 偶联模型对 57 个化合物进行了
筛选，得到了个 1个 VvDXR抑制剂，经抗弧菌活性评价获得了 1 个具有抗弧菌
活性的馏分，编号为 170-1。
关键词：弧菌；DXS；DXR；高通量筛选
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ABSTRACT
Vibriosis is one of the most important bacterial diseases of aquatic animals,
which brings great economic losses to aquaculture in China every year. And a large
number of antibiotics were abused to treat bacterial diseases, which leads to the
occurrence of multidrug-resistant strains, making the diseases more difficult to control.
Hence, exploring new antibiotics targets and developing novel antibiotics become a
matter of maximum urgency.
Targeting biochemical pathways that exist in bacteria but not in humans, presents
an important strategy for antimicrobial drug design and development. One such
important pathway is the 2-C-methyl-D-erythritol-4-phosphate (MEP) pathway for
terpenoid biosynthesis. Since terpenoids cannot be acquired from the environment,
and pathogenic organisms rely exclusively on the MEP pathway for terpenoids and
humans do not, the enzymes of this route have been recently explored as new
therapeutic targets. The 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase (DXS) catalyzes
the first, rate-limiting step of the MEP pathway and is also essential for thiamine and
pyridoxol biosynthesis in bacteria. The second committed step is catalyzed by
1-deoxy-Dxylulose-5-phosphate reductoisomerase (DXR). In conclusion, DXS and
DXR are alluring targets for the design of novel anti-infective drugs.
In this study, the key enzymes DXS and DXR in Vibrio vulnificus were
considered as research objects. DXS and DXR were expressed in plasmid pET-22b(+)
and purified by Ni2+ chelating affinity chromatography. And based on their enzyme
activity assays, a high-throughput screening model both target DXS and DXR were
finally been built and evaluated. Using this model, 57 compounds were screened, but
only one compound show inhibitory activity on DXR. However, the compound which
inhibit the activity of DXR need further separating and detecting, laying the
foundation for the discovering of the new antibacterial drugs.
Key Words: Vibro; DXS; DXR; high-throughput screening
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缩略语一览表
缩略语名 英文名 中文名
bp base pair 碱基对
HTS High-throughput screening 高通量筛选
Amp ampicillin 氨苄青霉素
BSA bovine serum albumin 牛血清白蛋白
IPTG isopropyl-β-D-thiogalactoside 异丙基硫代半乳糖苷
DMSO dimethylsulfoxide 二甲基亚砜
TEMED N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine N,N,N’,N’-四甲基乙二
胺
APS ammonium persulfate 过硫酸铵
SDS sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 聚丙烯酰氨凝胶电泳
MVA mevalonate pathway 甲羟戊酸途径
MEP 2 - C - methyl - D - erythritol - 4 - phosphate
pathway
2-C-甲基-D-赤藓糖醇
-4- 磷酸
DXP 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate 1-脱氧-D-木酮糖-5-磷
酸
DXS 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase 1-脱氧-D-木酮糖-5-磷
酸合酶
DXR 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate
reductoisomerase
1-脱氧-D-木酮糖-5-磷
酸还原异构酶
GAP glyceraldehyde-3-phosphate 甘油醛-3-磷酸
Pyr pyruvic acid 丙酮酸
DTT dithiothreitol 二硫苏糖醇
TPP thiamine pyrophosphate 焦磷酸硫胺素
NADPH reduced form of nicotinamide adenine 还原型烟酰胺腺嘌呤二
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dinucleotide phosphate 核苷酸磷酸
NADP nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 氧化型烟酰胺腺嘌呤二
核苷酸磷酸
TLC thin layer chromatography 薄层层析
OD optical density 光密度
PCR polymerase chain reaction 聚合酶链式反应
PMSF phenylmethanesulfonyl fluoride 苯甲基磺酰氟
IC50 half maximal inhibitory concentration 半抑制浓度
EDTA ethylene diamine tetraacetic acid 四甲基乙二胺
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1
第一部分 前言
1弧菌
1.1 弧菌的形态及分类
弧菌[1]是一类菌体短小，呈弧状或逗点状，尾部带一鞭毛的革兰氏阴性菌。
它广泛分布在河口、海水、半咸水的水体、沉积物、生物体表及肠道中。弧菌属
于原核生物界，细菌门，革兰氏兼性厌氧杆菌目，弧菌科。弧菌科主要包括弧菌
属（Vibrio）、气单胞菌属（Aeromonas）、发光杆菌属（Photobacteria）、邻单
胞菌属（Plesiomonas）[2]，其中造成海水鱼类疾病最严重的是弧菌属[3]。 根据
《伯杰氏细菌鉴定手册》第九版，收录的弧菌有 37 种，在这些弧菌中，大部分
种类己被认定是水产动物的重要致病菌，如鳗弧菌（V. anguillarum)、霍乱弧菌(V.
cholerae)、创伤弧菌(V. vulnificus)、副溶血弧菌（V. Parahaemolyticus）、溶藻弧
菌（V. alginolyticus)等。
1.2弧菌病的危害及特征
我国渔业具有很长的发展历史，早在 3000 多年前就有养鱼纪录，公元前 5
世纪世界上第一部养鱼著作《养鱼经》问世。新中国成立特别是改革开放以来，
渔业和水产养殖业进入快速发展时期，其中水产养殖发展最快，从二十世纪 80
年代末开始，我国已跃居为世界渔业大国和世界水产养殖大国，一直至今两者的
产量都稳居世界第一。据《世界渔业和水产养殖状况》报告，2012年中国水产
品总量达 5907.68万，占世界水产品总量 38%，其中，水产养殖产量达 4288.36 万
吨，占中国水产品总量的 72.6%，占世界养殖水产品总量的 61.4%[4]。水产养殖
业已成为我国农村重要经济来源和农民增收的支柱产业。
然而，随着养殖规模的不断扩大、集约化程度的不断提高，养殖环境日益恶
化，导致水产动物病害频发且发病率越来越高，给我国水产养殖业造成了巨大的
经济损失。根据 2015年中国渔业统计年鉴可知，2014 年我国由于病害导致的水
产养殖产量损失达 2.19 × 105 吨，造成的经济损失为 27.92亿元[5]。目前我国人
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工养殖的鱼、虾、贝、藻等水产动植物的主要病害己经超过 200种，病原包括病
毒、细菌、真菌、寄生虫等[6, 7]，其中弧菌病被公认为是海水养殖中最为严重的
病害之一，也是目前海洋经济动物养殖业发展的最主要障碍之一[8]。
弧菌是海洋环境中最常见的细菌类群之一，该类细菌具很强的适应性和抗
逆性[9]，因此成为海水环境的优势种群。弧菌的危害是世界性的，其宿主范围很
广，该类细菌不仅是虾、贝类、海淡水鱼类等最为常见的细菌性病原体之一[10-13]，
还可引起海洋单细胞藻类、珊瑚等海洋野生生物的致命感染。从现有资料可查得，
澳大利亚、印度尼西亚、印度、菲律宾、泰国、中国台湾及厄瓜多尔等地都发生
过由哈维氏弧菌（V. harveyi）引起的对虾幼体大量死亡[14-19]的事件；鳗弧菌能引
起世界范围内的多种鱼类、贝类及甲壳类等发生相应的弧菌病[20]，已报道鱼类的
就有 40 多种可以被鳗弧菌感染，如鲑鱼、虹鳟、鳗鲡、鲈鱼、鳕鱼、牙鲆、黄
鱼等[21-23]；溶珊瑚弧菌（V. coralliilyticus）是引起珊瑚白化病和杂色鲍幼苗“急
性死亡脱落症”的主要病原菌[24-25]。这均表明了弧菌病是一个全球范围的水生生
物疾病。此外，许多弧菌还是人类的重要病原体，如创伤弧菌、副溶血弧菌、霍
乱弧菌等，这些病原体可以通过被污染的水体或者海产品进行传播[26-27]。
弧菌是一类条件致病菌，其致病性主要受水质条件及宿主生理状态等综合
因素影响，只有在水质条件恶劣，宿主本身体弱等条件下才会大量繁殖并爆发弧
菌病。感染弧菌病的海水鱼多会出现体表发炎、充血、溃烂等症状；感染弧菌的
对虾症状一般为红腿、黄鳃、烂尾、烂眼、甲壳溃疡、肌肉白浊等，常伴有败血
症；鲍鱼感染弧菌病的病理表现为足肌上有多处脓疱、肌肉溃烂，严重时内脏裸
露，上、下足肌肉变软腐烂致死；而人类患者会出现腹泻、肠痉挛、呕吐等典型
肠胃炎反应。
表 1. 致病性弧菌及其所致疾病
Table 1. Pathogenic vibrios and diseases caused by vibrio
病原菌 宿主 主要症状 流行范围
鳗弧菌 鳗鲡、牙鲆、香鱼等 败血症 世界范围
霍乱弧菌 香鱼 体表发炎、充血 日本
河流弧菌 皱纹盘鲍 脓疱病 中国
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创伤弧菌 鳗鲡、对虾、石斑鱼 体表发炎、充血 中国、西班牙、日本
哈维氏弧菌 鲈鱼等海水鱼 体表发炎、充血 世界范围
杀鲑弧菌 鲑鱼 败血症 挪威、英国
副溶血弧菌 海水鱼类、对虾 体表发炎、充血 世界范围
拟态弧菌 石斑鱼、真鲷 体表发炎、充血 中国、日本
病海鱼弧菌 海水鱼类 败血症 世界范围
灿烂弧菌 大鲮鲆、海鲈 腹部肿胀、肠壁充血 西班牙、挪威
雀鲷弧菌 海水鱼类 体表发炎、充血 世界范围
鱼肠道弧菌 比目鱼 体表发炎、充血 日本
美人鱼弧菌 海豚、大鲮鲆 吻部和鳃盖充血发红 日本、西班牙
坎氏弧菌 牡蛎、鲈、对虾 脓毒败血症、红腿病 世界范围
漂浮弧菌 海湾扇贝 体表溃烂 中国
由弧菌引起的疾病，流行性广，发病率高，死亡率大，每年给我国养殖业
造成了巨大损失。人们为了防治细菌性病害，盲目的不合理地使用抗生素，这不
仅危害了水生动植物的生长、污染了水域环境，还造成了耐药菌株不断出现，使
得传统药物的治疗效果越来越差。因此，人们需要不断在寻找新的、安全的抗菌
药物。
1.3弧菌病的防治
水产动物病害是制约我国渔业和水产养殖业健康发展的重要因素，因此，寻
找有效的病害防控方法至关重要。目前弧菌病害综合防治主要有生态学防治、免
疫学防治以及药物防治等方法。生态防治法的原理是根据同一生态系统中不同微
生物之间的相互作用或营养竞争来抑制或杀死致病性弧菌的大量繁殖，从而达到
防治弧菌病的目的[28]；免疫学方法主要利用疫苗或免疫激活剂等活化或加强机体
自身的免疫防御系统来提高抗病能力，使其免受外来病原生物的侵扰[29]。生态学
和免疫学防治是近几年来防治海洋弧菌的新方法，然而，由于使用方便、见效快
和疗效好等优点，药物防控即使用广谱抗生素和化学药物仍是控制水产动物疾病
的主要手段。
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但是，我国的渔药开发研究起步较晚，从事渔药研究的人员相对较少，许多
药物或抗生素的报道仅局限于对病原菌的药敏性试验，很少有深入的研究，造成
目前抗生素在水产业存在滥用和误用的现象。长期滥用抗生素会引起水环境污
染，生态平衡失调，也会妨碍水产动物的正常生长，进而诱发其他疾病，并导致
大量耐药性微生物的出现。李军等报道了从香港养殖海鲷中分离到的 51 株弧菌
大部分对头孢氨呋肟、丁胺卡那霉素、三甲氧苄氨嘧啶、氨节青霉素及卡那霉素
有很强的耐药性[30]；赵鲁宁等检测 38 株不同来源的鳗弧菌对 28 种抗生素敏感
性，结果显示菌株对林可霉素、夫西地酸、甲硝唑、阿莫西林、阿莫西林/克拉
维酸、苯唑西林、青霉素 7 种抗生素的耐药率为 100%，对红霉素、原始霉素、
泰洛星 3 种抗生素的耐药率为 94.4%，有 83%的菌株对 12 种以上的抗生素有耐
药性[31]。细菌耐药性己经是一个非常普遍且严重的问题，人们需不断寻找新的安
全的抗菌物质。
2萜类化合物
2.1 萜类化合物的定义及分类
萜类化合物（terpenoids）是指一类以异戊二烯为基本结构单元组成的化合
物，包括所有的异戊二烯聚合物及其衍生物。萜类化合物是目前发现的最大的一
组天然产物家族[32]，目前为止已有约 50000 个化合物被报道[33]。
绝大多数的萜类化合物为含氧衍生物，结构中具有醇、醛、酮、羧酸、醚、
酯、内酯、亚甲二氧基等含氧基团[34]。它们在结构上的共同点是分子中碳原子数
都是 5 的整数倍，而且化合物的碳骨架可以看成是由若干个异戊二稀单位以头尾
相接的方式构成。根据异戊二稀单位数目的多少将萜类化合物分为半萜、单萜、
倍半萜、二萜、三萜及多萜[35]。每类再根据分子中碳链连接方式的不同，又可分
为开链萜、单环萜、二环萜、三环萜等[36]。常见的萜类化合物主要有赤霉素，脱
落酸，胡萝卜素，类胡萝卜素，麦角形醇，类固醇，鳖烯，紫杉醇，青篙素等。
2.2 萜类化合物的生物活性
自然界中包括动物、高等植物、真菌、微生物中广泛分布着萜类化合物，其
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结构复杂，种类繁多，性质各异，具有多方面较为重要的生物活性。例如，在结
核分枝杆菌的细胞壁合成中，分枝菌酸阿拉伯半乳聚糖肽聚糖复合体合成时需要
脂类运输者类异戊二稀[37]；醌类化合物（质体醌、辅酶 Q 等）可作为叶绿体和
线粒体中电子转移及氧化还原反应的载体[38]；胆固醇类能调节细胞膜的渗透性和
流动性[39-40]；类胡萝卜素及叶绿素的侧链可以参与光合作用；赤霉素、脱落酸等
植物激素可调节植物的生长发育[41]。有些萜类化合物还能吸引昆虫为植物传粉和
传播种子[42]。
2.3 萜类化合物的生物合成途径及其关系
2.3.1萜类化合物的生物合成途径
目前，生物体中的萜类化合物主要通过两条途径合成，分别因含有和不含有
甲羟戊酸（mevalonate）这一中间产物而被称为为甲羟戊酸途径（MVApathway）
和非甲羟戊酸途径（non-mevalonate pathway，NMP），后者因含有中间产物 2-C-
甲基-D-赤藓糖醇-4- 磷酸，也称为MEP途径[43]，如图 1-1所示。
萜类化合物的生物合成大体上可分为 3 个阶段，中间体异戊烯基焦磷酸酯
（isopentenyl diphosphate，IPP）及二甲基烯丙基焦磷酸酯
（dimethylallyl diphosphate，DMAPP）的形成阶段、直接前体物质的生成阶段、
萜类合成及修饰阶段。
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